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(57) Abstract 



VERFAHREN ZUM DIAGNOSTIZIEREN UND FOR DIE THE^PEimSCfflE ^BE^ND 
LUNG VON TUMOREN UND/ODER INFEKTlOSEN KRANKHETTEN VERSCHIEDENSTER 
^VmE^S^^M EINSATZ VON ALKALOID- VERB INDUNGEN BZW. DEREN 
SALZEN 



Radio active isotopes, fluorescent substances or substances absorbing X rays may be added to alkaloid derivatives 
The alkaloids may be used also as analgesics for the treatment of polyarthritis and as a post-operative anti-inflammatory 



substance. The new derivatives of the formula - 
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where Y : O, S, N; X : N, O; n : 1-3; and (III) represent an isoquinolin-comprising alkaloid, may be prepared by reacting 
one or a plurality of alkaloids of the formula (III) with alkylation agents. 

(57) Zusammenfassung 

Die Alkaloidderivate kdnnen mit radioaktiven Isotopen, fluoreszierenden oder rdntgenstrahlenabsorbierenden Stof- 
fen versetzt werden. Sie kennen auch als Analgetikum, zur Behandlung von Polyarthritis und als postoperativ-anUinflam- 



matorische Substanz verwendet werden. Die Alkaloidderivate der Formel 
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worin Y : O, S, N; X : N, O; n : 1-3 ; und (III) ein Isoquinoline umfassendes Alkaloid bedeuten. werd 
ein oder mehrere Alkaloide der Formel (III) mit alkylierenden Mitteln umgesetzt werden. 
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Verfahren zum Siagnostizieren und fur die therapeutisohe Be- 
handlung von Tusioren und/oder infektiossn gran khei ten verschi- 
edenster Art unter nraparativem Einsatz von Alkaloid-Verb ind li- 
nden bzvr. deren Salze 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren nach dem Oberbe- 
griff des Anspruches 1 . 

Bekannt ist ein Verfahren zur Herstellung von Salzen von Alka- 
loidderivaten der IhijophosphorsSure , deren pharmakologische 
Wirksamkeit als Cytostatika erkannt worden ist und ftir die 
wasserlcsliche Verbindungen in vorteilhaf ter Weise vorgeschla- 
gen worden sind. Als wasserlosliche Alkaloidsalze kommen. Ber- 
berin, Sanguinarin sowie Salze der Alkaloide des groflen Scholl- 
Krautes infrage und Salze der Alkaloide 3isbenzylisochinolin- 
Alkaloide z.3. Cur in, Pangohinolin, Tetrandin, Pendulin, Tha- 
lidasine, Aporf in-5enzylischinolin-Alkaloide z.B. Thalicarpin, 
Ibogo-Alkaloide z.B. 20-hydroxyvoacaxidin, Indol-Indolin-Alka- 
loidez.B. Leorosidin, Lurosin, Vinkaleukoblastin, Leurooristin, 
Tropolon- Alkaloide z.3. Colchicin, Isochinolin-Alkaloide z.B. 
liriodenin, O-I-Iethylatherolin, Oxopurpurin, Chelidonin, Prot- 
pin, Stylopin, Allokryptopin, Goptisin, Chelerytrin, Corysa- 
min, Chelidixsierin, Eo:nochelidonin, Methozychelidonin, Clielilu- 
tin, Chelirubin, . Karciclasin, Talicarpin, Pakistanien, Pacl^frj 
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1 stanamine, Pensylwanin, Pwesylvanamin, Berberin, Sanguinarin, 
Coffein, Kitydyn, Paragon in, Steroid-Alkaloide, Indol-Isochino- 
lin-Alkaloide z.B. 9-^Iethoxyellipticin, Ellipticin, Indol-Al- 
kaloide 2-3. Reserpin, Chinolin-Indolizidin-Alkaloide z.3. 

5 Compothecin, Pyrolin-Alkaloide z.3. Tatrofan, Pyrolizidin- 
Alkaloide z.B.Heli^trin, Acridon-Alkaloide z.3. Helicopin, 
Acromycin, Kbraelioepidin, Phenanthroindolizidin-Alkaloide 
z.3, Tylophcrin, Tylocrebin, Iniidazol-Alkaloide z.B. Pilocar- 
pin, Chino li z id in- Alkalo id e z.3. Katrin, Oxymarin, Cryptoleurin, 
10 Chinazolon- Alkaloid e z.B. Febrifugin, 3enzuz epin- Alkalo id e z.B. 
Oephalot axi . n , Eeoxyharringtonin, Hoaoharringtonin, Earringto- 
nin und an&ere. 

Auch die Thiophosporderivaten von Alkaloiden in Form freier Ba- 
15 sen sind in dem hier interssierenden Zusaauaenhang bekannt. 

Beispiel derartiger bekannter Derivate sind Thioposphorsauredi- 
( athyle r.lmi do ) -K-b erb er inol-a thy laaid , Thio phosphor saur etr i- 
( IT- s anguinar ino 1 ) -athylamid sowie Shiophosphorsaureamidoderi- 
vate der Gesaartalkaloide der kondensierten Isochinolinsysteme 
20 des (JroiEen Schollkrautes. 



Diese Verbindungen iziit ihrer bekannten cytostatischen Wirksam- 
keit sind fur sich in Wasser nur schwer ISslich, wobei die 
Verwendung von tfasser als Losungsmittel insbesondere fur die 
25 Zubereitung von In;jektionsl(5sungen stets der Verwendung von 
organischen losungsaitteln fur den gleichen Zweck vorzuzieheh 
ist. 



Die gewunschte V/asserloslichkeit erfolgt, ohne dafl die wirk- 
30 stoffe dabei ihre cytostatische Wirkung einbiiflen bzw". unerwii- 
nschte ITeb enwir kung en auftreten, durch Uberfuhren in ihre Salze 
mit pharsazeutisch vertraglichen S&uren, dadurch, dai3 das je- 
weiligeAlkaloid, das ggf . selbst karzinostatisch wirksam sein 
kann, mit einesi anderen karzinostatisch Mittel, vorzugsweise 
35 aus der G-ruppe der Alkylantien, Antimetaboliten und Antibiotika 
scwie anderer stickstoff- oder phosphorhal tiger organischer 
Verbindungen u^gesetzt und das erhaltene Produkt ggf. in ein 
pharnazeutisch vervenibares Ealz iiberfuhrt wird, wobei die Ba- 

ERSATZBLATT 
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sen ThioVw^ Thi °- 

phosphorsaure-di-Sni^lea^ S °~ 
vie die N f N f r N' ' : ^ Ciriitliylenthiophosphoram^dderivate der ko- 
ndensierten laQC^linsyste^^loide'-^us'dea groBen Schol- 
lkraut, ausgenonoen sind.Als Alkaloidkoapoiiente haben aic'a 
die vorgenannten Verbindungen als besonders geeignet erwiesen. 



10 



Als karzinostatisches Hittel «r die TJmsetnag koomen insbesonde- 
re infrage: . . 
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15 Stickstofflost, cyclophosphamide, Triamcichon, Chlor- 
ambucil" , Busulfan, 



H.C- CH 2 



20 X N - P = S 

H 2 C^ I, {; 00 H X ^ :J \b 2 CB 2 CL 




R 2 C^CH 2 



Nitomin, Mannitol-Sricks toff lost, Amethopt-arin . 6-Mercapto- 
25 pur in, 5-Fluorouracil, cytosin-Arabinosid., 

Podophyllin, Actinomycin C, Actinomycin D, 
Mithramycin, Mitomycin C, Adriamycin, -Bleomycin, Asparagi- 



30 nase, Ibenzaethycin, ch N(CH 3 ) 



^ / CH 3 I 

'/ \y-CO-NH-CH N'^^l, 




H 3 C-SH-KH-CH 2 -^__jrCO- Nil -U« scH ^ 



-CO-KH-CH N"X 

(CH 3 , 2 

35 
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Wesentlich in diesenr Zusanuaenhang ist auch 
20 <iie Kerstellung von Phosphorderivaten von. Alkaloiden 

der allgexneinen Far in el 
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worin R 1 , R 2 und R 3 unabhSngig voneinandsr jeweils Wai 

12 2 
serstoff oder Methoxy bedeuten, vobei R und R oder R 

und R^ zusammen. auch eine Methylendicxygruppe darstellen 
kSnnen; 
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4 5 

• R und R zusamraen mlt den C-Atoizen, an denen sie haft en, sine 
gegebenenfalls ganz oder teilweise aushydrierte Phenyl- Oder 
Naphtylgruppe bilden, die ihrerseits durch Methoacy, Hydroxy Oder 
Dioxymethyl substituiert sein kann, wobei E E oder a 0 oder ein 

5 uber eine CH 2 -C0-CH 2 -Kette gebundenes gleiches Ringsystem ist, 

R 6 CH bedeuten und Doppelbindungen in Stellung 1,2 und/oder 7,8 

vorhanden sein konnen; oder 
6 7 

R und R zusammen mit dem 0 und 5T-Atc:r, an denen sie haft en, 
ein gegebenebfalls teilweise hydriertes Senzo- Oder Naphthoring- 

10 system bilden, das seinerseits durch Mexhoxy, Oxo, Eethyl Oder 
Dioxysethylgruppen substituiert sein kann, wobei die C-N-3in- 
dung in Stellung 1 ,2 fahle kann und S 4 und R 5 E bedeuten; 
R 8 + R 9 und R 11 + R 1 2 -CH 2 ~CH 2 - bedeuten und, wenn Y = S, X = N 
und p = 2, R^-CH 2 -CH 2 -, ^CR^OE^O^C^CE^ , oder 

15 - 0H 2 -GH 2 -IT-CH 2 -CE 2 - bedeuten; wenn 



25 



Y = S, X = K", n = 2, R 2 -GH^C^- , ^ ^ , ^ ^) , ^IT-P-k/ \ 



20 oder (-C 2 H g ) 2> — NCOOCgHg, ^KCOOCH^^Q^ , oder 



n 



darstellt; wenn 




ist; venn 



1=0, Z = JT, n = 1 , R 3 -C0- ( O 




oeaeuten; 

30 1 = 0, 2 = IT, n = 2, R 3 f~" ~j is~; und, verm 
T = 0, Z = 0, n = 1 , 

R 8 und R 9 je -CH 2 -CH 2 -C1, R 11 H und R'° + R 12 -CE 2 -CH 2 - oder 
-CH 2 -CH 2 -CE 2 bedeuten, wenn Y = S, Z = 27, p = 1 , a'-CHg-CE^- 

35 
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1- Die Saizbildung kann praktisch nit jeder phar£.azeutisch unbe- . 
denklichen Saure, die an sicb hinreichend wasserlbslich ist und 
damit hinreichend wasserlbsliche Salze liefert, durch gefUhrt 
werden; aus bkonomischen Grunden wird vorzugsveise Salzsaure 

5 eingesetzt, wodurch die entsprechenden Hydrochloride entstehen. 

Die erhaltenen Alkaloidthiophosphors£ureamid-Salze unterschei- 
den sich in ihrer cytostatischen und danit pharmakclogischen 
Wirksamkeit nicht von .den entsprechenden 3asen; sie sind jedoch 
10 im Hlnblick auf ihre wesentlich bessere rtesserlbslichkeit lei- 
chter und exakter zu dosieren, und es treten keine, den biaher 
notwendigerweise vorvendeten organischen Lb sungsmitteln zuzu- 
schreibende stbrende Kebeneffekte auf . 

15 Als Alkaloidsalze der Formel (ID) kommen auch Salze, insbesonde- 
re das Hydrochlorid, von Berberin, von Sanguinarin sowie schlie- 
J31ich die Salze der Alkaloids des grofien Schollkr antes und an-, 
dere Alkaloide infrage (vergleiche hier auch die Strukturfor- 
meln der Abb. 1 bis 17). 

20 

Die Umsetzung der Alkaloidsalze mat dem cytostatischen Mitt el 
wird zweckmafiig in einem Lbsurgemittel bzw. Lbsungsmittelgemisch 
bei erhbhter Temperatur durchgef uhrt ; es kann aber auch zu- 
nachst die Alkaloidbase mit den Thiophosphorsaureamid umgeeetzt 

25 werden, worauf das Eeaktionsproduit in das Salz ubergefuhrt ver- 
den kann. Die TJc:setzung der Verbindung des Alkaloids mit dem 
Gytostaticum lit der jevelis gewtinechten Saure wird zweckaaBig 
in einem orgsr.ischen Losungsmittel durchgef uhrt , wobei nach 
Salzbildung das jeweilige Salz ausfallt bzw. durch Ausschutteln 

30 mit nasser Oder wilsseriger Ssure ir. die wasserige Lbsung eztra- 
hiert werden jcann. 

Die Zusammensetzung eines Fraparates, beispielsweise jenes, das 
aus Alkaloiden des Chelidoniur. cajus L. besteht, baeiert auf 
der Reaktion der Alkaloide nit alkylierenden Substsnzen, etwa 
35 mit Thiphcsphcrsauretriaziridid (Thio-TEFA). 

Diese Substanz hat drei reaktive Gruppen, die sich entweder mit 
den AlkaloidmolekUlen verbinden Oder durch OK Oder Td^ 

BAD ORIGINAL 
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Eubetituiert verden kSnrien. Auf dieee v/eire konuen, ver_r. r-ich 
diese Substanz mit einea einzelnen, reinen Alkalcid verbindet , 
eine ganze Hcihe von ver^chiedeneii Reaktioneprodukten entete- 
hen. Urn nun einfachere Reaktionen su ur.tersuchen, vurder. in 
Versuchsreihen einzelne Alkaloide mit Thio-TEPA, Cyclophosph- 
amid und anderen orgr;ni&chen Verbindungen versetzt. 
Im Palle des Chelidonins lieBen sich mindestens 12 Reaktions- 
produkte durch DUnnschichtchrocatographie nachv/eisen. Us* eine 
eiakte Analyse' dieser Reaktionsprodukte zu erhalten, vurde 
einige chromatographisch isolisrt aus^irtellisieHi 

Die sich bei der Element ar analyse dieser 'Kodponenten ergebenden 
chemischen Foraeln sind in ihrer mBglichen molekularen 
Struktur auf den Abbildungen 1 bis 17 dargestellt. 

V/enn eine Mischung verschiedener Alkaloid e mit Thio-TEPA ver- 
setzt wird, besteht die Koglichkeit , dafl drei Holeklile verschie- 
dener Alkaloide uber ein Shio-TIPA-Holeklil miteinander verbun- 
den sind und daher eine sehr grofie Anzahl von Komponenten syn- 
thetisiert wird* In dieser sehr komplexen Idischung aus Reaktio- 
nsprodukten sind einige enthalten, welche fur die einzigartige 
Form von biologischer Aktivitat verantwortlich sein kcnnen. 

Tatsachlich ergaben sich bei Auftrennung der Reaktionsprodukte 
von Thio-TSPA und dem Alkaloid est rakt von Chelidoniun xajus L. 
mit Hilfe der zweidimensionalen Dunnschichtchromatographie mehx 
als^° im UV-Licht f luoreszierende Punkte. 

V/eiterhin lie!3 sich nachweisen, daJE in dem Praparat Ukrain 
(hier erfolgte die Umsetzung der Alkaloide von Chelidonium 
majus L. mit Thiophosphcrsauretriaziridid , gen. Thio-IIPA) 
keine freien Athylengruppen des Thio-TEPA vorliegen.Lieser 
Kachweis wurde erbracht: 
1 • durch eine chemische Analyse und 

2. dadurch, dafl beim biologischen Test die Dosis letalis ftir 
Thio-TEPA bei 1 mg/kg Korpergevicht liegt, fur das Prapa- 
rat jedoch eine Dosis von 250 mg/kg Korpergevicht nicht 
toxisch ist. 

ERSAT2BLATT 
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A'aOerdem hnt das priiparat keine .-/irkung auf Leukine 1210 und 
keine auf das Blutbild .Daraus lafit sich ableiten, da2 die Athy- 
lengruppen des Thio-TEPA, die auch fur seine tozische wirkung 
verantwortlich sind, durch die Alkaloide Blockiert sind. 

1 7 

Die Abbildungen zeigen wie vorgenannt verschiedene chemische 
Strukturen, die sich aus der vollstandigen Analyse einiger Re- 
aktionsprodukte von Thio-TEPA und Cyclophosh&aiid ait Reinalka- 
loiden ergeben haben. 

Abb. 1 Chelilutin+Thiophosphorsauretriaziridid (1-Chelilutin, 
2-Thiophosphorsiiuretriaziridid , 3-Chelilutin+Ihiophosphorsaure- 
triaziridid) . 

15 Berechnet: C » 49,44 5* ) H = 6,36 $ ; 

N m 11 ,53 $ ', P = 8,49 % ; 

gefunden: C = 49,41 £ ; H = 6,34 % ; 

X = 10,65 & ; P = 6,67 ; 

20 

Abb. 2 Cnelerythrin+Tniophosphorsauretriaziridid C g6 HggNg0 1 ^PS. 

Berechnet: C = 63,45 £ ; H = 5,56 £ ; 

N = 6,72 $ ; P = 2,47 % ; 

gefunden: C = 62,69 ?» ; H = 5,37 # J 
S = 5,37 £ ; P * 2,35 £ ; 

Abb. 3 Ccptisin+Thiophosphorsauretriaziridid C^H^N^PS. 

3erechnet: C = 56,02 ■£ ; H ■ 5,26 g ; 

17 a 10,88 £ ; P = 6,01 J6 ; 
S = 6,23 £ ; 

35 gefunden: C = 55,94 £ ; H = 5,12 % ; 

r. - 11 ,10 £ ; P = 5,89 £ ; 

S = 6,10 J6 ; 

RE AIT" 
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Abo. 4 Chelidonin+Thiophorskurexriaziridid CggE^IT-C^ gPS. 



Berechnet: C = 60,82 $ 
P = 2,37 % 

gefunden: C = 61,14 f» 
P = 2,40' ft 



K = 5,79- £ ; s = 6,44 £ ; 
S = 2,45 f« ; 

H = 5,76 * t X m 5,94 £ ; 
S = 2,39 * ; 



Abb. 5 Protop^+Thiophosphorsauretriaziridid °3 2 H 55 K 1 1 °3 P 4 S 3 • 

Berechnet: C = 44,59 55 ; H « 6,43 £ I H - 17,87 £ ; 

p = H,57 JS ; S =11 ,16 S» ; 
gefunden: C = 44,58 £ ; E = 6,14 5* *, H = 17,76 £ ; 

0 =s 44,72 Jt ; H = 6,30 £ ; H = 17,77 5* ; 

P « 14,04 fa ; S =12*71 £ i 

Abb. 6 Reserpine+Thiophosphoric Triaziridide 0 q2 S 32 IL l SS0 \8' 2S 2 0, 
mp 120-125° 

Berechnet: C = 59,94 fo ; H = 6,70 * ; ff - 6,79 # ; S a 2,22 * ; 
gefunden: C = 59,89 5» ; H = 6,62 f- ; II = 6,82 £ ; S = 2,26 % ; 

Abb. 7 Reserpine+ Thio phosphoric Triaziridide C^H^gl^Oj ^S. 

Berechnet: C = 56,21 f» ; H = 6,20 $ ; N = 5,61 £ ; P = 4,14 % 

S = 4,28 % ; . 
gefunden: C = 56,30 H - 6,22 g ; H = 4,11 % ; 

Abb. 8 Coffein+Thiophosphoric Triaziridide C 3o H 42 N 1 5 PS0 6 ' 
so 110-112° ; 215-216° 



Berechnet: C = 46,66 * ; H = 5,43 "A i E = 27,22 % ; P - 4,01 * 
S = 4,15 f« i 

gefunden: C = 47,37 S* ; H - 5,44 £ ; S = 27,25 S< ; P = 4,02 5* 
S = 4,15 # ; 

Abb. 9 ::arcotine + Thio phosphoric Triaziridide ^b^V 30 ?' 



up 225-226' 
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1 Berechnet : 0=55, 80£; K=5,85;«; K«3,29?i; P=5 t ,13;S; Z=b,29%; 
gefunden: 0=55,34*; E=5,69*; N=9,52*; P=4,80#; S=5,29*5 

Abb. 10 Aconitine+Thiophosphoric Triaziridide C 7 4 H l0 6 IT 5 0 22 PS ' 
5 mp 197-200° 

Berechnet: 0=60,02*; H=7,21*; N=4,72£; P=2,09*5 S=2,16*; 
gefunden: 0=60,30*; E=7,22*; K=4,38*; 5=2,09*; S=2,16*; 

10 Abb. 11 Aconitine+Thiophosphoric Triasiridide G^Z-jK^ jPS, 
mp 210-211° 

Berechnet: 0=56,92*; E=7,22*; E=6,80*; P=3,76*; S=3,S6*; 
gefunden: 0=56,91*; E=7,12*j N=6,89*; P=3,60#; S=3,73*; 

Abb. 12 Aconitine+Thiophosphoric Triaziridide C^E-^PSO.j .j , 
mp 190-192° 

Berechnet: 0-54.83*; H=7,19*5 K=7,26*; 
gefunden: 0=54,83*; S=6,98*; K=8,74*; 

Abb. 13 Pilocarpine+Thicphosphoric Triaziridide C^E^N^Oj 

Abb. 14 Allocryptopine+Cyclophosphaaide (N,N-Bis-(£-chlorathyl)' 
25 N"' , O-Propylenphosphorsaureest erdiamid ) C^HgjJJ^ 2 G1 2 F * 

op 159-160° 

Berechnet: 0=58,22*; 5*6,27*; 5-5.58*; P=3,08*; 01=7,06*; 
gefunden: 0=58,25*; £=6,25*; K-5,40*; P=2,53*J 01=7,41*; 
30 c=54,S4*; 2-6,16*; K-5,62*: P=2,515^; 01=7 , 2656; 

Abb. 15 Protopine+Cyclophosphamide (K,K-Eis-(B-chlorathyl) - 

N' ,0-Propylenphcsphorsaureeeterdlaaid) C^^IJ^O^ 2 I>C1 4' 
mp 239-242° 

35 

3erechnet: 0=54,24,4; E=5,32*; E-5,38*; P=2,97*; 01=13, 62£; 
gefunden: C=54,04?;;rE=5,25*; K=4,S5*; P=2,72£; 01=10,13*; 
C=54>48*; H=5,22*; E=4,69£; P= 01=9. 
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Abb. 15 a Protopine+Cyclophosphamide (N,N-Bia-(B-chlorathyl)- 

K' ,0-propylenphosphorsaureesterdiamid) C^H^N^ 2 PC1 4, 

mp 239-242° 

Berechnet: 0=54,03*; E=5,69*; N=5,36*; P=2,96*; 01=13, 575^; 
gefunden: 0=54, 045$; E=5,25*; N=4,85*; P=2,27*; 01= 10,13*; 

0=54,48*; E=5,22*; K=4,69*J Cl= 9,91%; 

Abb. 15 b Protopine+Cyclophosphamide (H,lI-Bis-(l3-chlorathyl)- 

W , O-propylenphosphorsaur eesterdiamid ) C^E^tf^ 2 5C1 4, 
mp 239-242° 

Berechnet: 0=54,03*; E=5,69*; E=5,36*; P=2,96*; 01=13,57*; 
gefunden: 0=54,04*; E=5,25*; E=4,85*; P=2,27*; 01=10,13*; 

0=54,48*; H=5,22*; N=4,69*; 01=9 ,91*; 

Abb. 16 Chelerythrine+Cyclophosphamide (N,IT-Bis-(£-chlorathyl)- 
K"' , O-propylenphosphorsaur eesterdiamid) G^rjE^j'S^O^Q^t 
mp 188-192° 

Berechnet: 0=49,93*; H=5,74*; N=6,64*; P=4,76*; 01=10,91*; 
gefunden: 0=49,85*; H=5,31*; E=6,06*; p=4,95#; 01=13,23*5 
0=49,84*; H=5,24*; ff=5,96*; 01=14,24*; 

Abb. 17 ' Ehelidonine+Cyclophosphamide (^N-Bis-U-chlorathyl)- 
E" ' , O-propylenphosphorsaur eesterdiamid ) C 2 ^Hj^0^PCl^ , 
mp 273-276° 

Berechnet: 0=49,82*; H=5,41*; E=6,45*5 P=4,75*; 01=16,33*5 
gefunden: C=<i9,26*; H=5,07*; E=5,12*; P=3,50*; 01=16,50*; 

Pur diagnostische Uhtersuchungen 1st von Bedeutung,daS das Pra- 
parat TJkrain (Chelidonium najus L. Alkaloid-Thiophosphorsaure- 
triaziridid-derivaten) die Eigenschaft hat, im ultravioletten 
Licht gelbgrUnlich zu fluoreszieren. 

Die Anregungsfrequenzen liegen innerhalb des Frequenzbereiches 
von 220 bis 490 nm. Die Spektralbreite der Pluoreszenz erst- 
reckt sich von 410 nr. bis 665 nm, das Maximum liegt bei 550 nm. 
Diese grofie Spektralhreit erklart sich dadurch, daS sich das 
Praparat aus einer Gruppe verschiedener Alkaloidderivat zusam- 
mensetzt.Die Sichtbarkeitsgrenze der Pluoreszenzerscheinung 
unter W 366 nm an der Platte fur Dunns chicht chromatographic^ A If 
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1 liegt bei einer Verdunnung von 0,000007 mg/ml, 0,0000003 mg 
2 

pro 1 mm . 

Diese Eigenschaft behalt das Praparat auch im lebenden Zorper 
bei, so dafl in klinischen Versuchen auch die Verteilung des 
5 Praparates Ukrain im Organismum beobachtet werden konnte. 

Einige klinische Beobachtungen sollen nachfolgend aufgezeigt 

sein: 
Pall.U 

10 Pat.M.B., 64 Jahre, mannlich, Diagnose: Adenocarcinom des 

Rectums mit ausgedehnter Ketastasierung im LWS-Bereich, Os il. 
sin. und Pemur dext. 

Es warden 2 Karen mit dem Praparat Ukrain nach dem bereits 
gefttrten Therapie schema durchgef uhrt . Dosis HO mg and 160 mg. 

15 Verlaaft: Besserung des Allgemeinzustandes, geringerer Yerbrauch 
von Analgetica.Subjektiv besseres Befinden, wellenartig an- 
und abschvellendes WarmegefUhl im Tumorbereich. 
Pluoreszenzfaktor: 6 Tage nach 3eendigung der 2 Kur deutliche 
abgegrenzte Pluoreszenz im Hautareal ttber dem Tumor und seiner 

20 Umgebung. Dazu noch Pluoreszenz in einem abgegrenzten klinisch 
tumorfreien Hautareal. Diese Stellen sind indentisch alt cen 
als warmer empfundenen Bereichen. Die gro3ere lokale Warne- 
entwicklnng ist durch Pieberstreif en objektivierbar . 13 Tage 
spater ist die Pluoreszenz deutlich veniger intensiv.Unregel- 

25 maBig fleokiges Muster. 

Pall 2: 

Pat.B.N., 68 Jahre, mannlich, Diagnose: Bronchus-Ca li.Ober- 
lappen. Eistologisch: GroSzelliges, infiltratives IT. bronchi. 
Ikterus, lebermetastasen. 

Dreimalige diagnostische Applikation von ukrain. Gesamtmenge 
•130 mg. Starke Pluoreszenz vcn EandtellergrSfle iiber dem Xyphoid. 
Fragliche Pluoreszenz iiber der linken Thoraxwand. 
Eine Voche spater: keine Pluoreszenz nachveisbar. 

Pall 3: 

Pat.H. L. , 72 Jahre, weiblich, Diagnose: Pankreascarcinom, 
zahlreiche Lebermetastasen. Operation: Probatoria und P.I. aus 
einer Leberaetastase. Eistologisch: Ketastase eines ^ ol ^°^^ tr 
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1 ligen, zum Teil schleimbildenden Adenocarcinoma. Star.dige Schze- 
rzen und starker Alkaloidverbrauch, Epiduralkatheter, Instil- 
lation v. Carbostesin, Splanchicusblcckace . UI~rbrchall: Leber- 
metastasen, grofies Pankreasca. Eine Zur mit Ukrair., unterbro- 

5 chen durch Placebogabe. 

Palpatorisch: Verkleinerung dee li. £eberlappens von 5 auf 3 



Querfinger unter dem Rippenbogen. Ketastasen anscheinend veicher. 
Bach den Injektionen von Ukrair. steigen die Leukocyten auf 
13000 an. Fluoreszenz: wenige Sage nacg Therapiebeginn medial 
10 der Po. Wunde einmalig 30 mm grofie Fluoreszenz, spater nicht 
repr oduzierbar . 



Pat. R.M., 73 Jahre, weiblich, Diagnose: inoperables Magencarci- 
15 nom. Operation: Probatoria und partielle Ketzresektion. As- 7or- 



Ausgedehnte Lycphhangicsis carcinomatosa des grolBen Ketzes bei 
Adenocarcinon des Kagens. Fluor eszenzfakt or: starke Fluoreszenz 
des resez. ITetzteiles. IT. B. : Seine Fluoreszenz des grofien 
20 Uetzes bei gesunden P. Knoten in der Mamma ( cystische Mastopa- 
thie) fluoresziert nach Ukrain nicht. 

Fall 9: 

Pat. W. S., 26 Jahre, mSnnlich, Diagnose: Earbenkeloid (uber den 
25 Xyphoid). 0,5 mg Ukrain in 1 ml 0,9 ^ ig Natrium chloratum ph-ys- 
iolog subkutan 50 cm vom Keloid ertfernt (Kabelbereich) , etva 
eine Minute nach der Injektion starke Fluoreszenz des Keloids, 
halt 2 Tage an. 

30 Fall 10: 

Pat. U.U. , 5S Jahre, vreiblich, Diagnose: Eammacarcinon. Histolo- 
gisch: Carcinosis pleurae, multiple Enocherunetastase. Zustand 
nach rezidivierenden Pleuraergussen, Cytostatika- Instillation. 
2,5 mg Ukrain-Injektion. Kach kurzer Zeit Fluoreszenz deutlich 
35 an der Stelle des PleuraerguS-Drains . (4 HFI unter OP ITarbe). 
Leichte Fluoreszenz im Bereich der Kamma-Anputationsnarbe. 



Fall 5: 



abend der Operation zweimal 20 mg Ukrain i.v. . Histclogisch: 
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Summarische klinische Ergebnisse 

Es wurde 60 Patienten nit dem Praparat Ukrain behandelt, 59 
davon in einem weit f ortgeschrittenen Stadium der Krebserkra- 
nkung.Im Laufe klinischen Erfahrungen zeigte sich, da£ das 
Praparat in unterschiedlicher Weise das Tumorwachstum beein- 
fluflt, jedoch in keinem Falle zu einer nennenswerten Knochen- 
marksdepression fUhrte. 

Es konnte 3 Gruppen von Patienten unterschieden verden: 
Gruppe I unfafite 8 Patienten - 2 Patientinnen mit ' Mamma- Ca; 
2 Patienten mit malignem Helanom; 1 Patient mit basocellularem 
Epithelioid, * 1 Patient mit Rezidiven eines Zylinderzellcarcinoms 
der Parotis; 2 Patientinnen, die vermutlich ein Kamma-Carcinom 
haben, Ton denen eine der beide der Entnahme einer Gevebsprobe 
nicht zustimmte und bei der anderen nur multiple Iletastasen 
eines Adenocarcinoms im Axillarund Supraclavicularbereich auf- 
tragen, der Primartumor aber nicht lokalisiert werden konnte. 
In alien diese 8 Fallen zeigte sich eine deutliche Remiscion 
des Tumor gs.-.ebes, wobei sich das Tumorgewebe zum 2eil in der 
umgekehrten Reihenfolge seiner Entstehung zuruckbildete, d.h. 
diejenigen Metastasen, die zuletzt aufgetreten waren, verschwa- 
nden als erste.Es traten dabei keine Kekrosen auf, sondern es 
kam zunachst zu einer deutlichen Abgrenzung des I-uaorgevebes 
gegen die Ungebung und zu einen Ruckgang der lokalen Schwel- 
lung und evtl. auch der bestehencen Lympb'dene bei AbfluBbehi- 
nderung. Anschliei3end wurde der Tumorknoten langsam kleiner. 
Bei diesen Patienten zeigte sich sofort n^ch den erst en Inje- 
ktionen eine deutliche Wirkung in Form von subjektsiven Sensa- 
tionen wie: 

Nachlassen der Schmerzen, in einem Pall schon 1 - 2 Stunden nach 
der Injektion; varmegefuhl im Tumor, vas bei einem Patienten 
als lokale Erwarmung nachgeviesen verden konnte; Spanning und 
Kribbeln im Tumorbereich; Eitzewallungen, Tachycardie, leichter 
Schwindel cder Kopf schmerz ; erhohte Urinausscheidung; Miidigkeit , 
Abgeschlagerheit, tibelkeit und zum Teil Depressionen. Diese 
Symptome traten nicht alle gleich=eitig auf, aber bei alle 
Patienten traten einige davon in individueller Rh;- thmik nach___^^ 



jeder Injektion auf.. 
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Aus den Aufzeichnungen einer Papier-tin ^eht eine deutliche 
Korr elation der gemessenen Puis-, 31utdruck- und Temper atur- 
rerte sit Auftreten der genarjaoe:. subjektiver. Phanomene hervor. 
Gruppe III umfaBte 27 Pat lent en: 10 2rcnchial-Ca; 6 Kamma-Ca; 
2 Ovarial-Oa; 2 Uterus-Ca; 1 Pancreas-Ca; 2 Rektutc-Ca ; 1 I-Iagen- 
Ca und einen Abdominaltumor , bei dear wegen des . f crtgeschrit- 

5 

tenen Zustandes der Prim&rtumor nicht eindeutig lokalisiert 
werden konnte. 

Im Unterschied zu Gruppe I zeigte sich tier in Bezug auf den 
Tumor und im Sinne der beschriebeneh Ifebensynptoae keine Wir- 
kung. Auch bei langerer Behand lungs dauer und hoherer Dosierung 
zeigten sich keinerlei Veranderungen, die auf das Praparat 
Ukrain zuriickgeftihrt vera en konnten. 

Gruppe II war sozusagen eine Zvischengruppe und be stand aus 25 
Patienten im extrem for*fcgeschrittenen Erankheitszustand: 9 
Maaaa-Ca; 7 Bronchial-Ca; Rektua-Ca; 2 OsTeosarkom; 1 Prostata-Ca; 
1 Schilddrusen-Ca; 1 Colon-Ca; 1 Kagen-Ca und 1 Abdominaltumor. 
Hier war die Wirkung des Priiparates sebr unterschiedlich. Bei 
alien diesen Patienten traten nach langerer Behandlungsdauer 
die Begleitsymptome vie in Gruppe I beschrisben auf, jedoch 
nicbt so schnell. 

Die Wirkung auf den Tumor bei diesen Patienten nicht so ausge- 
pragt, was aber auch -inter andere^ darauf zurlickgefuhrt werden 
mufl, daJ3 das Krebsvachstum schon zua Teil sebr weit f or tgeschr it- 
ten war, Bei 2 Patienten mit Bronchial-Ca kam es zu einer kurz- 
zeitigen Remissiom des Tumors, bei 2 Patienten zu einem zeit- 
weiligen Wachs t urns st ills t and. Bei 4 Patienten -ait Mamma-Ca kam 
es zu einer Verheilung von Exulcerationen uber Ketastasen und 
bei 8 Patienten zu einem RUckgang vcn tumorbedingten Schmerzen, 
zua Teil bis zur Schmerzf reiheit .3ei einer Patient in mit einem 
infiltrierenden Schilddrusencarzionom-Rezidiv veranderte sich 
der Tumor dergefitalt, dai3 er gegen das gesunde Sewebe gut ab- 
grenzbar wurde. Bei fast alien diesen Patienten besserte sich 
der Allgemeinzustand zum Teil wieder Irvcarten, auch wenn das 
Tumorwachstum nicht aufgehalten werden konnte. Zur besseren 
Verdeutlichung wird aus jeder Gruppe jeweils eine representative 
Krankengeschichte beigefiigt. ^fTREXTT^ 
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Gruppe I: 

Pat.- T. J., weiblich, 40 Jahre, Diagnose: Malignes Helanom. 
Histologisch verifiziert. (1977 vurde bei der Patientin ein 
malignes Kelanom am linken Bein festgestellt and operativ be- 
handelt.) 

1980 wurde eine Lymphknotenmetastase in der linken Deiste 'mit 
einer Gr'dfie von 5 x 5 cm festgestellt und die Patientin dara- 
ufhin mit Ukrain behandelt. Sie erhielt im Laufe von drei Ku- 
ren insgesamt 6SO mg. 

V/ahrend der erst en Kur tragen zeitweise Abgeschlagenheit, 
Muskelschmerzen und schlechtes Wohlbef inden und eine 10 Tage 
dauernde VergrSBerung der Lymphknotenmetastasen auf . ITach der 
zweiten Kur hatte der Lymphknoten nur noch Y/alnuJ3groBe und 
nach der dritten die GrdBe eines Bohnenkernes ; er war hart und 
nur noch schwer zu tasten. Das V.'o^bef inden war gut. 

Gruppe II: 

Pat. H. G. , weiblich, 63 Jahre, Diagnose: hfammacarcionom li. 
mit supraclaviculareii Ly wphknotsnmet a stasen und Knochenmetasta- 
sen. Vorher durchgefUhrte systematische Therapie: 
Nolvadex von Juni'1977 bis Januar 1978; Polychemotherapie mit 
Endoxan, Methotrexat, Fluor-Uracil und Prednisolon, spater Kom- 
binationstherapie mit Adriblastin-Endoxan vom Marz 1 978 bis 
April 1979. Elipten (Aminoglutethimid) von April 1973 bis Janu- 
.ar 1980. 

Therapiebeginn mit Ukrain am 29.2.1980. Befund bei Therapie- 
beginn: 5 x 5 cm grofie exulcerierte supraclavicular Hetastase. 
Subiektiv Druckgeftfhl im Bereich der Augen sowie Spannungsge- 
fuhl li. supraclavicular. Die Iherapie wurde mit 2,5 mg begon- 
nen. Gleich am Anfang bemerkte die Patientin ein Warmegefuhl im 
Bereich der li. Kbrperseite und unter dea supraclavicularen 
Tumor. Dieses VSrmegefUhl wie'derbolte sich nicht mehr". Bereits 
nach 6 Spritzen war li. supraclavicular keine Exulceration 
mehr. sicht bar, die TumorgroSe selbst war jedoch unverandert. 
Subjektiv war das SpannungsgefUhl ebenso verschwunden wie das 
seit zwei Jahren bestehende Druckgefuhl ±a. 3ereich der Augen. 
Bei der letzten Kontrolle am 8.4-1980 war die Patientin subje- 
--ittiv boschwerdefrei. Sie klage uber siafiigenGewicht ever lust. 
Lckalbefund li. 'supraclavicular unverandert. Derzeit keineExUj|__^ 
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lceration nachveisbar. Labormaflig (Blutbild, SI-A, Serumcalciun) 
keine pathologischen Befur.de. Es k omit en keifie gravierenden 
Nebenwirkungen f est gee tell t verden. 

Gruppe III; 

Pat* K. G. , weiblich, 53 Jahre, Diagnose: Adeno-Solides Ovari- 
alcarcinom; operativ entvernt. 
Vorher durchgef uhrte sy stematische Therapie: 
Endoxan 1200 mg per Infusionen. Zobaltbestrahlung 4500 rd/g. 
Prophylaktische Therapie mit Ukrain. Wahrend der Behandlung 
2eigten sich keinerlei Nebenwirkungen oder suhjekte tfahrnehmu- 
ngen wie Schwindel, Temperaturanstieg, Tachykaridie Oder Depres- 
sicnen. Das Allgemeinbef inden und der Appetit hesserten sich. 
Einen Konat nach Therapiebeginn vurde ein Kno4;en in der linken 
Brust f estgestellt, vorauf nach einer Woche eine Hammektomie 
nach Patey durchgef uhrt wurde. Die "Hist ologie zeigt ein teil- 
weise nekrotisierendes solides Carcionom. Die Behandlung mit 
Ukrain wurde abgebrochen. 

Zur Erganzung des Y/irkungsme chanismus s e s uurden Untersuchungen 
uber die immunstimulierende Yfirkung von Ukrain . in vitro im 
sogenannten L:roT3hozyten-Transf or mat ions-Test durchgef uhrt * 
Lymphozyten sind bekanntlicir immunkompetent, Venn sie fahig sind, 
das spezifische Antigen zu erkennen, . oder venn sie fahig sind, 
auf dieses zu reagieren, Solche Zellen verden Immune zy ten ge+ 
nannt und ihre Vorstuf en Immunoblasten. 

Bie Bildung von Iinmunoblasten ^ann auch in vitro durchgef uhrt 
verden. Die Immunoblasten haben eine Grofle von 20-30 jj^ , normale 
Lymphozyten dagegen nur eine Gro£e von 5-1 5 u*. 

Urn die biologische Wirkungsweise von Ukrain zu erforschen, wurden 
folgende imsiunologische Untersuchungen durchgef uhrt . 
Pur die Biastentransf creation wurde isolierte lymphozyten von 
Meerschveinchen nach Zusatz von Ukrain verwendet. Pur die Iso- 
lation vurde eine Kischung dtsr unter dem Handelsnamen Picoll 
4000 erh£ltlichen Verbindung und EDTA benutzt (0,9 EDTA + 0,1 
Picoll ^000). 

Die isolierten Lymphozyten v/urden in vitro in Parker-Losung mit 
einem Zusatz ven 1,6^, 0,l6jUig und 0,0l6]U.g gezuchtet. 
Gleichzeitig vurden Lymphozyten in Parker-Losung nit dem uns pe- 
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1 zif ischen Stymulator Phytohamaglutinin (PEA) 5 Ug/ml ur.d 
ohne Zufbtz zur Kontrolle gezuchtet .Urn eine Bakterienbesiedelung 
zu vermeiden, wurde die notige Kenge der Antibiotika Pencillin, 
Streptomycin und Nystatin zugefi;gt. Die Euituren wurden bei 37°0 
5 inkubiert und wahrend 3 Tagen taglich die Zahl der transf ormie- 
rten Lynphozyten unter 'den Mikroskop ausgezahlt. 
In jeden Praparat wurde 100 Lyaphozyten ausgezahlt und diejeni- 
gen, die grcfier als 15^/oei sens ciiiciien und 20jjl bei den rieer- 
schveincLen Ljmphozyten waren, wurden als transf ormiert gewer- 

10 tet. In alien Fallen war vor Beginn der Zlichtung die Zahl der 

transformer ten Zellen nicht grower als 10,1 $ . Die Tests wur- 
den mit den Lymphozyten von 10 gesunden Menschen und 10 gesund- 
en I-Ieerscnveinchen durcngef uhrt . Diese Ergebnisse deutlich da- 
rauf hinveisen, dafl das Praparat Dkrain eine lymphozytentrans- 

15 formation bewirkt. 

Die Dosis von Ukrain wurde, nach folgender tiberlegung gev&hl: 
da bei einer Eur mit Ukrain die mittere Einzeldosis 16 mg be- 
tragt, ait jeweils 1/10000; 1/100000 und 1 /1 0000® der Menge . 
dosiert. Die Ergebnisse sind in den nachstehenden Tabellen I 

20 und II zusammengef aflt : 



25 



50 
55 
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1 Tahelle I 

Prozente der transf oraierten Me er s chw e inchen-Lympho zy t en 





Kr. 


Kultur - Kediua 


Bebrutungszeit 






5 




mit Zusatz 


L4 a 


4c h 


72 h 






1 . 


1 ,6 ug/ml TJkrain 


48,6 


45,6 


40,2 








0,16 "-' -'- 


42,3 


29,3 


28,5 




10 




0,016 -'- 


35,6 


33, 5 


25,0 






PHA 


32,2 


28,3 


27,9 








Ohne Sti rr.ul ator 


19,2 


15,3 


1,8 






2. 


1 ,6 ug/ail TJkrain 


53,9 


30,2 


18,3 




15 




0,16 '-' -'- 


48,7 


32,2 


32,0 


(?) 




0,016 -» -'- 


27,3 


30,2 


18,5 








PHA 


23,8 


17,2 


17,5 








Ohne Stimulator 


13,3 


12,2 


19,2 


(?) 


20 


3- 


1 ,6 ug/ml TJkrain 


50,2 


48,5 


42,8 








0,16 -' *- 


49,3 


51, • 


39,9 








0,016 


41,0 


29,3 


30,1 








PHA 


32,5 


29,5 


22,3 




25 




Ohne Stimulator 


18,0 


11 ,2 


10,3 






4. 


1 , 6 ug/ml TJkrain 


55,6 


42,3 










0,16 -' 


50,8 


40,7 


43,8 








0,016 -'- *- 


41,2 


38,5 


39,5 




30 




PHA 


33,2 


27,0 


18,0 








Ohne Stinulator 


1S,P 


18,0 


16,2 






5. 


1 ,6 ug/ml TJkrain 


51,3 


43,5 


31,5 




35 




0,16 -' '- 


48,2 


33,2 


33,5 






0,016 ' - 




31 ,5 - 


30,2 








PHA 


33,4 


20, J 


11,3 








Ohne Stimulator 


12,5 


12,5 


8,4 
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Nr. 


Kul t ur- Med iuai 
mit Zusatz 


3ebrutur. 
24 h 


.gsseit 
48 h 


72 h 


6. 


1 , 6ug/ml Ukrain 




57,9 


41 ,8 




0,16 -'- -'- ' 


48,3 


50,0 


43,2 




0,016 -'- -'- 


40,1 


35,2 


30,0 




PHA 


30,2 


22,1 


17,3 




Ohne Stipulator 


19,0 


18,2 


13,5 


7. 


1 , 6ug/ml Ukrain 


43,3 


41,2 


39,8 


• 


0,16 -'- -'- 


42,3 


36,6 


36,2 




0,016 -'- 


41,2 


37,2 


35,5 




PHA. 


33,3 


33,4 


27,2 




Ohne Stimulator . 


15,1 


16,1 


13,2 


8. 


1-,6 ug/ml Ukrain 


48,7 


45,1 


40,3 




0,16 -'- -'- 


43,1 


39,2 


31,1 




0,016 -'- 


35,6 


29,8 


24,2 




PHA 


31 ,3 


27,0 


24,3 




Ohne Stimulator 


12,2 


10,1 


10,5 


9. 


1 ,6 ug/ml Ukrain 


53,3 


51,5 


41,2 




0,16 -'- -'- 


49,6 


47,2 


42,2 




0,016 -*- -'- 


39,2 


36,7 . 


34,6 




PHA 


38,3 


32,8 


25,2 




Ohne Stimulator 


18,1 


16,7 


11,3 


10. 


1 ,6 ug/ml Ukrain 


56,2 


53,6 


40,7 




0,16 -'- -'- 


49,3 


42,8 


34,5 




0.016 - ' - -' - 


39,8 


37,3 


28,3 




PZA 


34,2 


33,2 


27,5 




Ohne Stimulator 


12,0 


10,2 


8,4 
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Tabelle II 

Prozente der transf orniierten .^eiischlicheii Lymphczj-ten 



10 



15 



25 



30 



35 



Nr. 


Kultur - i-Ied iuci 
mit Zusatz 


Eebrutungszeit 
24 h 48 h 


72 h 


1 . 


1 , 6 ug/ol Ukrain 


AH 1 

47,* 


43t4 


41,2 




0,16 -'- 


43,6 


39 $ 2 


38,6 


• 


0,016 -'- -'- 


39,5 


3o,7 


35,2 




PHA 5 ug/=l 


36,6 


24,0 


20,8 




Ohne Stipulator 


11,1 


9,2 


9,0 


2. 


1 ,6 ttg/ml Ukrain 


'49,3 


41 ,2 


37,2 




0,->6 jag/al -'- 


43,2 


40,3 


33,2 




0,016 -'- 


33 j C 


36,2 


26,8 




PHA 5 ug/cl 


31 ,2 


2S,0 


21 ,2 




Ohne Stiru2?tcr 


18,4 


14,1 


8,4 


3. 


1 , 6 ug/al Ukrain 




16,8 


16,2 




0,16 -'- -'- 


19,5 


4 O O 

18, 2 


15,3 . 




0,016 -'- -'- 


A A O 

14,2 


15,3 


13,2 




PHA 5 Ug/"-l 


33 r 1 


off 0 


14.."! 




Ohne Stipulator 


10,7 


S,3 


15,3 


4. • 


1 ,6 jig/sl Ukrain 


43,9 


42,3 


39,4 




0,16 -»- -'- 


41 ,2 


<-C,6 


4^ ,2 




0,016 «- 


33,6 


32,1 


31 ,2 




PHA. 5 ug/rr.1 


40,2 


33,6 


28,3 




Ohne Sti=.ul?.tcr 


13,6 


12,3 


10,8 


j * 


1 .6 us/ w "' Ukr?-ir 


, 


51 ,5 


47,8 




0,16 -«- -'- 


48 ,6 


43,6 


41 ,0 




0,016 -'- -'- 


37,2 


37,6 


36,2 




PHA 5 ug/al 


36,4 


28,5 


25,4 




Ohne Stipulator 


15,3 


14,4 


12,8 
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Nr. 


Kul t ur-Me d lum 


3 ebr ut ungs z e i t 








mit Zusatz 


24 h 


48 h 


72 h 




6. 


1 . 6 ug/aal Ukrain 
r w 


55,5 


53,4 


51,5 


5 • 




0,16 -*- 


51,2 


49,1 


47,3 






0,016 -'- 


43,2 


36,2 


36,0 






PHA. 5 ug/ml 


37,1 


36,2 


34,7 


10 




Ohne Stipulator 


19,3 


18,4 


16,5 




7. 


1 , 6 ug/ml Ukrain 


48,6 


46,8 


42,5 






0,16 -'- -'- 


47,2 


45,2 


24,5 






0,016 -'- -'- 


39,8 


32,0 


21 ,2 


1 5 




PHA. 5 ug/ml 


30,1 


26 ,8 . • 


19,0 






Ohne Stimulator 


14,7 


13,1 


8,5 




8. 


1 . 6 ug/ml Ukrain 


52,3 


37,4 


21 ,8 






0,16 -' '- 


45,3 


2S,3 


19,3 


20 




0,016 '-' '- 


41,2 


19,4 


17,4 






PHA. 5 ug/ml 


37,3 


19,5 


20,1 






Ohne Stimulator 


9,0 


8,3 


8,2 




j • 


1 , 6 ug/ml Ukrain 


47,2 


32,8 


29,1 


25 




0,16 -'- 


43,4 


'36,4 


34,2 






0,016 


38,6 


25,0 


20,0 






PHA 5 pg/ml 


35,6 


28,6 


21,4 


30 




Ohne Stimulator 


15,3 


13,3 


10,7 


10. 


1 , 6 u^/^1 Ukrain 


48,3 


37,4 


33,3 






0,16 -' 


43,4 


41,2 


36,8 






0 016 - ' ' - 


37,1 


36,2 


29,1 


35 




PHA 5 ug/ml 


30,0 


19,4 


18,4 






Ohne Stimulator 


9,3 


9,6 


5,3 
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In den Test zeigte sich eine statistische signifikante Def- 
ferenz zwischen der Anzahl der transf ormierten lymphozyten von 
Mens chen una Tieren und den Kontrollgruppen bei Anwesenheit 
von TJkrain. Daraus kann der schluB gezogen werden, daS das 
Praparat Ukrain eine immunologische Wirkung besitzt und das 
menschliche Abwehrsystem stimuliert. 

ITur in einem von 10 Fallen (siehe Tabelle II, Nr. 3) zeigte sich 
keine deutliche Transformierung von lymphozyten, Es handelt 
sich dabei um menschliche Lymphozyten. Bei Patient Nr. 3 k5n- 
nte also unter Umstanden ein u In vitro-Aquivalent" zu dem 
klinischen Phanomen vcrliegen, bei dem einzelne Paiienten auf 
Ukrain uberhaupt keine Reaktion zeigten. 

Bei alien andereu Patienteh eine hcjhere Transf ormationsrate 
erzielt wurde als niit PHA. 
^ Es ist in diesem Zusammenhang besonders auffallig, dafl bei sehr 
vielen Patienten nach den-ersten Ukrain-Injektionen Infektio- 
nskrankheiten verschwanden; darunter waren hartnackige Mycosen, 
die vorher auf keine Therapie angesprochen hatten, Palle- von 
chronischer Bronchitis und Ealsentztindungen unklarer Genese, 
sowie andere, nach Ansicht derbehandelnden Arzte, sowohl 
viral als auch bakterielle Irkrankungen.Scheinbar verursacht 
das Praparat eine Stimulierung der nattirlichen Killerzellen, 
deren Funktion die Zerstorung von Tumorzellen und virusbefal- 
lenen Zellen bzw. Bakterien und Pilzen ist, 
2 ^ Schliefilich ergab noch die Durchfuhrung der an sich bekannten 
Agargelelektrophorese mit Ukrain unter Yerwendung von 0,05 mg 
Ukrain, das auf Agargel (SSrensen Puffer + NaCl) in eine kleine 
Serbe gegeben und 4 Stunden bei 70 Yolt und 2 mA gef ahren 
wurde, wobei ein Eiiterpapier auf die Oberflache geprefit, der 
Start und die Polung markiert, bei Betrachtung unter der UV- 
lampe ein zun negativen Pol gerichtetes fluoreszierendes Band. 
Die fluoreszierenden Fraktionen waren positiv geladen. 
Aus dem Yorstehenden wird klar erkennbar, daB die eingangs* 
angesprochenen Praparat e bzw. Yerbindungen sowohl zum Diagno- 
stizieren als auch zur therapeutische Behandlung von Tumoren 
aller Art, aber auch fur infektiose Krankheiten, eingesetzt 
werden kbnnen, woftir erfinderisch die fluoreszierende Wirkung 
der Praparate von grofler Beieutung ist. Zur Diagnose ist ^g^gj? 
es ftir die Priiherkennung somit mbglich, .nach Injektion des 

ERSATZBLATT \r»Z^<S 



20 



30 



35 



10 



WO 83/00486 ^ PCT/ATIW/uuiki 

bzw. der Praparate durch deren Eumulierung ira erkrankten Ge- 
webebereich eine rasche und zuverlassige Priihdiagnose vorzu- 
nehmen,die sich erkennen l&fit einmal in dem schnellen Abbau 
der Injektionsflussigkeit aus dem injizierten Bereich und in 
der Lokalisierung derselben im erkrankten Bereich, also bei- 
spielsweise im Tumorgevebe. 

Diese Beobachtung erstreckt sich auch auf alle endoskopischen 
Verfahren vie Bronchoskopie, Mediastinoskopie, Thorakoskopie , 
Oesophagoskopie, Oto-Rhinoskopie, Laryngoskopie , Rektoskopie, 
Proktoskopie u.a., wobei z.3. Zaltlicht durch uT-Licht erset- 



zt wird. 

In diesem Zusammenhang ist als weitere diagnostische Methode 
denkbar die Anlagerung eines radioaktiven Isotope an das Pra- 
parat, so dai3 in an sich bekannter Weise die Radioaktivitat 
15 mit entsprechenden Detektoren gemessen und ihre Kumulirung 

beispielsweise mit einem Gacma-Strahlen-Scanner auf gezeichnet 
werden kann. Die vorstehenden Ergebnisse zeigen aber auch die 
Stimulierung etwa der Lymphozyten zu Imnunozyter. mittels der 
aufgezeigten praparate, was gleichbedeutend ist mit der Er- 
20 zeugung von sogenannten Eiller-Zellen, die das befallene bzw. 

kbrperfremde Gewebe oder die eingedrungenen Viren und dergleich- 
en zerstoren. Dieser hohe therapeutische Effekt wurde sovohl 
im Hinblick auf die Veraichtung von karzinogenen Geweben, 
also zur Heilung von Tumor erkrankungen, als auch Yirenerkrank- 
25 ungen, Bakterienerkrankungen und Pilzerkrankungen festgestel- 
lt, und es konnte dariiber hinaus auch eine B±Lung von Polyart- 
hritis erkannt werden. 

Schliefllich ist neben der Markierung der auf gezeigten Prapara- 
te mit fluoreszierenden Stoffe und radioaktiven Isotopen auch 
30 noch eine Dotierung mit strahlungsabsorbierenden Verbindungen 
Oder Radikalen denkbar, so cafl etwa die Kumulierung in einem 
. bestimmten Gewebebereich durch die dann dort erhBhte Absorption 
von Rbntgenstrahlung erkenrbar wird. 

35 
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1 Patentanspriiche 

1 . Verf ahren zum Diagnostizieren unci fur die therapeutisch^Be- 
handlung von Tumor en und/oder infektiosen Krankheiten ver- 
5 schiedenster Art unter praparativem Einsatz von Alkaloidver- 

bindungen bzw.. deren Salzen, dadurch geken- 
nzeichnet , dai3 sie eine Stimulierung der zelluTar- 
en Abwehr bewirken, die sich gegen Tumorzelle, virusbefal- 
lene Zellen und and ere Antigene richtet, da<3 die eine af- 

10 finitive Wirkung auf Tumorgewebe mit rascher Akkumulierung 

aufweisenden praparativen Verbindungen beziiglich ihrer flu- 
oreszierenden, radioaktiv dotierten und/oder strahlenabso- 
rbierenden Wiekung nach erfolgter Applikation mit hierfur 
geeigneten Detektoren verfolgt und dadurch ihr Abbau an der 

15 Applikationsstelle und die lokale Akkumulierung im erkrank- 

ten Gewebebereich in Abhangigkeit von der Zeit f estgestellt 
wird und/oder durch Koppelung an cytoststische Verbindungen 
eine direkte lokale Tumor bekampfung ermoglichen. 

20 2* Verfahren nach. Anspruch 1 , d a durch gekennzei- 
c h n e t , dafi die Praparate mit radioaktiven Isotopen 
markiert werdenl 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , d a d u r c h gekenn- 
25 zeichnet, dafi die Praparate mit unter UV-Licht 

fluoreszierenden Stoff en versetzt oder eingesetzt werden 
bzw. selbst fluoreszierend sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
30 zeichnet, da3 die Praparate mit Rbntgenstrahlen 

absorbierenden Yerbindungen oder diese Verbindungen mit 
entsprechenden Eadikalen beauf schlagt werden. 

35 
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5; Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, d a d u r c h g * 

n zeichnet f daS durch die Anreicherung der oder dea 
Abwehrzellen bildenden Prapatrates im JUckwulierungsbereich 
maligna lumorzellen gleichermafien wie andere aatigene Stru- 
Irturen (Viren, Bakterien, Pilzerkrankungen usw . ) vernichtet 
werden. 
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6. Verfahren nach Anspruch 1 , d a d u r c h g e k e n n z e 
• i c h n e t , daB das bzw. die Praparate zur Behandlung von 

Polyarthritis, als Analgetikum und/oder postoperativen En- 
tzundungshenmiuxig verwendet wird. 

7. Neues Alkaloidderivat der allgemeinen Pormel (I), 




R 2 = 0C 



worin bedeuten 
R 1 = H; OCHy 

!H_; OH; CH 2 -CH 2 -K-?-N . ; 

- R g X *11 

R 10. 

R, - H; 0CH_; CH 2 -CH 2 -N-M ^ R 

3 - tt-X 



B 9? 
R 



10 



R4 as H; 0; CT^COCH^ 



R' -E; 
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R 5 = CEy OH; CH 2 -CH 2 -N-P-N n 

R 9 f R 11 
R 10 



Hi = CH_; OH; 



R g = H; R£ = H; 0; ^ = H; R} = H; 

R g = H; CH 2 -CH 2 -G1; Alkaloid; R 1Q « H; OH; Alkaloid; 



R 11= H; Alkaloid; 



R 12 = E; Alkaloid; 



10 R u + R 12 = CH 2 -CH 2 ; Y = S; 0; X = K; 0; 



Y R, 



H 
I 

K — CE. 



t / 12 / - V 8 

R 13 = OH; CH 2 -0E 2 -]ff-P-H N ; CS^CH^K-P-*. 0 CH 



15 



2 9 t 

^10 C1CH„CH 2 0 ,2 



CH, 



20 




25 R u = OH; CH 2 C1; CH 2 -CH 2 -K-P-N 



50 



N — OH, 



/ 



CH--CH.-N-P-*. 0 
2 2 > \ 

C f 2 0 — OH, 
°?2 

35 01 



T 2 

2 



N CH, 

/ \ 2 



CE„-CE 0 -i7-P-* 0 CH, 




\ 



/ 



L 2 ' 



C *2 0 CH 2 
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8. Verfahren zur Herstellung von neuea Alkaloiddirivaten bzw. 
deren Salzen der allgemeinea Pormel (II), 



10 



15 




worija m 1 ,2 oder 3 "bedeutet und A ein. einwertiges oder den. 
aquivalenten Teil eines mehrwertigen Saureartioiis "bedeu - 
tet # 

worin "bedeuten 



25 



R 1 •= H; OGH^; 



H 2 ■ OCH^; OH; CH 2 - CH 2>3 - N - P - H 

t 

R 10 



*9 



11 



♦ V R 12 
R^ = H; OCHy, CH 2 - CH 2 - K - 3? - K 



R 



11 



10 
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R 4 = H; 0; CH^COCHg; 



R| = H; 
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Y R 15 



R 5 = CH 3 ; OH; CH 2 -CH 2 -H-P-N^ ; R£ = CE^ OE; 



5 R 6 = H; R£ = E; 0; 



R 9 X R u 
R 10 



l ? = E; R^ = H; 



R Q = H; CH 2 -CH 2 -01; Alkaloid; R in » E; OH; Alkaloid; 



R 1 1 = H; Alkaloid; 



10 



R 12 = H; Alkaloid 



R u + R 12 = CH 2 -CH 2 ; Y = S; 0; 



X = R; 0; 
H 

N — 0H_ 



/ 



L, = OH; 6H 0 -CH,-ir-P-K' ; CE„-CH_-N-P-+ 0 ^ 
13 2 2 . , v 2 2 | x / 

R 9 f k 11 0 - CH - 

i 



|2 

R 10 ClCHgC^O CH 2 




Y R 
t / 



12 



/ 



H 

ir — ce. 



H u = OH; 0H 2 C1; CH^.; CH^CS^-P-IT ; CH 2 -GE 2 -N-P-*0 C 

Eq X L CE 2 0 _ CH ^ 



\ 2 
CE. 



E 

CH 2 -CH 2 -N-P-*0 ^CH 2 

°^2 X 0 — 0E„ 

CE, * 

I 2 
01 
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E 
I 

IT- 



-CH, 



R 15 = GH 2 - CH 2 - IT - P * Q 



/ V 

c 

/ 



;H 2 ! 



OH, °— ==2 
Gl 



10 



R 1 und R 2 = 




R 2 und R^ = 



0 



) ■ 



15 



R. und R_ = 
4 5 



20 0CH| 



25 





9 ; 



R^ und Rg = 



Rg und Ry = 



9- a u 






t • 
1 t 

ST) 
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dadurch. gekennz ichnet ,dafl man ein 
Oder mehrere Alkaloide der all gemeinen Forme! (Ill), 



10 




(III) 



15 



20 



25 



30 



worin "bedeuten 

R 1 « H; OCH^ R £ = OH; OCRy R^ = H; OCH^ 
R 4 m H; 0; CH 2 C0CH 2 ; R^ = H; fi 5 = CRy OH; 
fi£ = CB^; OH; R g =s H; R£ = H; 0; = H; = H; 



R 1 und R 2 



R 2 und R^ 



und R„ 



R. und R c 
4 5 




35 



Hj. und Rg = 




ompi 
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Oder die entsprechende Alkaloidbase, oder Alkaloidsalze ait 
einem entsprechenden alkylietenden Mitt el umsetzt, die TJm- 
setzung der Alkaloidsalze mit dem cytostatische Mittel 
zweckmafiig in einem Losungsmittel hzw, Losungsmittelgemisch 
bei erhohter lemperatur durchfiihrt , vorauf die Umsetzungs- 
produkte mit der jeweils gewiirischten Saure zweckmaBig einem 
organischen LSsungsmittel zugefuhrt werden, wobei nach 
Salzbildung das jeweilige Salz ausgefallt- bzv. durch Aus- 
schiitteln mit Wasser oder wasseriger Saure in die vasserige 
losung extrahiert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeich.net , dafi man als alkylierendes Mittel Thiophos- 
phorsauretriaziridid, Cyclophosphamide Fluorobenzo-TEPA, 
Busulfan, Chlorambucil; 1,2-bis (2-chloro ethyl)-! -nitrosou- 
rea!; Dibromomannitol, Mechlorethamine, Helphalan, Triethy- 
leneiminophosphamide, Benzotep, Dipine, Thiodipine, Eexaph- 
osphamide, Fluorodopan, Triethylenemelamine , Isophospha^ide, 
Methyl CCOT, Diiodobenzotepa, Asaley; 5-(2-Chloroethyl-2- 
fluoro ethyl )-aminome thy luracil, Sarcolysin, Asaphon, Asameth, 
Saneth, Asalin, Salin, Phenaphan, Phenameth, Phenestrol, 
Photrin, Dopan, lysepsin, Kevembicin, Novembitol, Spirazidi- 
ne, Prospidine, Lophenal, Imiphos, Ethimidine und and ere 
einsetzt . 
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U P N document publlahed prior to the International filing date but 
later than the priority date claimed 



"T» later document publlahed after me International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

H X n document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be eoneldered novel or cannot be considered to 
involve an inventive atop 

W Y" document of particular relevance: the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to e psrson skilled 
in the art 

«4« document member of the same patent family 



IV, CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search ' 

22 September 1982 (22.09.82) 



Date of Mailing of this International Search Report » 

11 October 1982 (11.10.82) 



International Searching Authority ' 

European Patent Office 



Signature of Authorised Officer « 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (October 1981) 



International Application No. PCT/AT 82/00021 



1 



FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM THE SECOND SHEET 



V.gj OBSERVATIONS WHERE CERTAIN CLAIMS WERE FOUND UNSEARCHABLE 10 



This international search report has not been established In respect of certain claims under Article 17(2) (a) for the fallowing reaeons: 
Claim numbers U:£_ because they relate to subject matter i* not required to be searched by this Authority, namely: 

(Rule 39.1 (iv) methods for treatment of the human or animal body by surgery or therapy, as well as 
diagnostic methods 



2.Q Claim numbers , because they relate to parts of the International application that do not comply with the prescribed require- 
ments to auch an extent that no meaningful International search can be carried out **, specffleaUy: 



VlQ OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKINQ a 



This International Searching Authority found multiple Inventions In this International application as follows: 



1* 1 I As an required additional search fees were timely paid by the applicant, this International search report cavers all searchable dalma 
of the International application. 

zQ As only aome of the required additional search fees were timely paid by the applicant this Ifrternational search report covers only 
those claims of the International application for which fees were paid, specifically claims: 



&G No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this 
the Invention first mentioned In the claims; It Is covered by claim numbers: 



search report Is restricted to 



4.n As all searchable claims could be aearehed without effort justifying an 
Invite payment of any additional fee. 

Remark an Protest 

n The additional search fees were accompanied by applicants protest 

D No protest accompanied the payment of additional search fees. 



additional fee, the International Searching Authority did not 



Form PCT/lSA/210 (supplemental eheet (2)) (October 1081) 



INTERNATIONALER HECHERCHENBERlCHT 



Internationales Aktenzochen 



PCT/AT 82/00021 



L KLASSIRKATION PES ANMELOUNGSGEGENSTANDS (bei mehreron Klasatfikationssymbolan sind alle anaugefaen) 3 

Nach der tnter nauonaien Patenikiassif ikation (IPC) Oder nach der nationaJen Klassiiikation und dar IPC 

Int Kl : C 07 F 9/65; C 07 F 9/56; C 07 F 9/22; A 61 K 31/66 
* ~* B * A 61 K 49/00// A 61 K 43/00 



II. RECHERCHIERTE 3ACHGEB1ETE 



Recherchierter Mmdestpr ufstof f* 



KJassifikationssysiem 



Klassifikationssymoole 



.Int.Kl/ 



C 07 F 9/00; A 61 K 31/00;. A 61 K 49/00 



Recherchierte mcht zum Mtndestprufstoff gendrende Verdf fenttichungert. sowoi diss* 
untBf die recherehierten Sachgebiete fallen 5 



III. E1NSCHLAGIGE VEBOFFENTUCHUNGEN" 



Art* Kennzeichnung der VerdftentUchung. sowett grtOTdartjch unter AngabedBr MaBgebMchen Telle" 



Batr.Anspruch Nr." 



FR, A, 2366020 (N0WICKY) 28. April 1978, 
siehe das ganze Dokument 



US, A, 3865830 (TURKEVICH) 11. Februar 
1975, siehe das ganze Dokument . 



AT, B, 354644 (N0WICKY) . 25 . Januar 1980, 
siehe das ganze Dokument 



7,8,9 



7,8,9 



7,8,9 



' Besondere Kategonen von angegebenen Verdffentlichungen 1S : 
"A" Vereftentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik 
def Iniert. aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen at 

"E" a] teres Dokument. das ledoch erst am Oder nach dam in tar- 
nation alen Anmeldedatum veroftentlicM worden ist 

"L" Verdffentfichung, die geeignet ist einen Pnoritatsansoruch 
zweileihaft eracneinen zu lassen. Oder durch die das Ver- 
offenUichungsdatum einer anderen im Recherchenbencht 
genannten Veroffentlichung belegt warden soli Oder die aus 
emem anderen desonderen Grund angegeben ist (wie aus- 
gefuhrt) 

"O" Veroffentlichung. die slch auf erne mundliche Offenbarung. 
esne Benutzung. eine Aussteilung oder andere MaSnanmen 
bezieht 

"P" Verbtrentlicnung. die vor dem internaiionaien Anmeldeda- 
tum. aber nach dem beanspruchten Prion tatsdatum ver- 
dffentlicht worden ist 



'T~ Spitere Veroffentlichung. die nach dem intemationalen An* 
meldedatum oder dem Pricritatsdatum verotf entlicht wor- 
den ist und mit der AnmeJdung nicht kollidiert. sondern nur 
zum VefStandnis des der Ertindung zugrundeliegenden 
Pnnzips oder der ihr zugrundeiiegenden Theorie angege- 
ben ist 

"X" Verdffentiichung von besonderer Bedeutung; die bean- 
spruchte Erfindung kann nichl als neu oder auf erfinde- 
rischer Tabgkeit beruhend betf achtet warden 

~Y~ Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die bean- 
spruchte Erfindung kann nichl ais auf erfindenscher Tatig- 
keit beruhend beirachtet worden. wenn die veroffentlichung 
rrui etner oder mehreren anderen Veroffendichungen dm- 
ser Kaiegona in Verbindung gebracht wird und dtase Ver- 
bmdung fur einen Fachmann nahefiegend ist 
Verdffentlichung. die Mitglied derseiben Patent! amine ist 




IV. BESCHEINIGUNG 



Absendedaturn des intemationaten Reche/chej§bericnts J 

11. Oktober 1982 / Jlfrj^LUtt 



Datum des Abschtusses der imernauonaJen Recherche 7 



22. September 1982 



Internationale flecnerchenoehorde 1 

Europaisches Patentamt 



Unterschrift des bevolimachtigten Bediei 

G.L.M.KHUYDENBERG 



Formblan PCT/ISA/210 (Blan 2) (Oktober 1981) 



Internationale* Aktenzeichen PCT/&T 82/00021 

WBTERE AN GAB EN ZU BLATT2 



V. H BEMERKUNGEN 2U DEN ANSPRUCHEH, DIE S1CH AJLS MIGHT RECHEHCH1ERBAB ERW1ESEN HABEH " 

GemiS Artikel 17 Absatz 2 Buchstabe asind bestfrnixits AnsprOche aus foigenden Grflnden nicht Gegenstand der int amationalen 
Recherche gewesen: 

1. E Anspruche Nr. 2d& weti sie sfcfi auf Gegenstinde 11 beziehen, die zu recnerchieren die Behcrde nicht verpflichtet tst, namlich 

(Hegel 39,1 (iv)) Verfahren zur riilrurgisehea Oder therapeutischen 
Behandlung des inenschlichen oder frip^-f -^^n Korpers sowie 
Dlagiiostizierverfahren* 



2. □ AnsprOche Nr. well sie sich auf Teste der internatf onalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anf orderungen 

so wenig entsprechen, daB einesinnvoile Internationale Recherche nicmourchgefChrt werden kann 13 . namlich 



VL □ BEMERKUNGEN BE] MAWGELNDCR EINHEmJCHKETT D€R ERFWDWG™ 

Die Internationale Recherchenbehorde hatfestgestsUt, dafi diese international* Anmeidung mehrere Erfindungen enthalU 



1. □ Da der Anmetdar alle erf orderllchen zusatzJicnen Recherchengebunren rechtzeitfg entrichtat hat erstreckt sich der Internationale 

Recherchenbericht auf alle recherchierbaxen Anspruche der intemationaien AnmeWung. 

2. □ Da der Anmelder nur einlge der erforderficnen zusatzJicnen Rechen*engebOhren rechtzeitig entrichtat hat. erstreckt sich der Inter- 

nationale Recherchenbe/icht nur auf die Anspruche der internatiortafen Anmeldung. fur die Gebuhren gezahlt worden sind. namlich 



3. □ Der Anmelder hat die erf orderllchen zusatziichen RecrterchengebCnren nicht rechtzeitig entrichtet Der international Recharchen- 
bericht beschrankt sich daher auf die in den Ansprucnen zuerst erwahnte Erfindung: sie tst in foigenden Anspruchen erfaSt: 



4. □ Da for alia recherchierbaren Anspruche eine Recherche ohne etnen Arbertsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine zusatz- 
Hche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. rial die Internationale Recherchenbehorde eine soiche Gebuhr nicht veriangL 

Bemerkung Jiinsichtlich eines Widerspruchs 

□ Die zusatzllchen Gebuhren wurden vom Anmetoer unter Widerspmcft gezanlL 

□ Die Zahiung zusatzllcher Gebuhren erfolgte ohne Widersprucn. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Erganzungsbogen 2) (Oktober 1981) 



